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Modulatorische Bindungsstelle an KallumkanSlen zum Screening 



Die Erfindung betrifft eine neue selektive modulatorische Bindungsstelle an 
KaliumkanSlen zum Screening und Auffinden von neuen Wirkstoffen zur 
Behandlung von Erkrankungen, die auf eine Obererregung Oder mangelnde 
Erregbarkeit von neuronalen Zellen zuruckzufuhren sind. 

Kaliumkanale haben ausgesprochen vielfSftige Funktionen in elektrisch 
erregbaren und nicht erregbaren Zellen. Zu diesen Funktionen gehort unter 
anderem die Kontrolle des Membranpotentlals, die Regulation der 
Insulinsekretion aus pankreatischen B-Zellen, die Steuerung der Freisetzung 
von Zytokinen aus T-Lymphozyten, die Regulation des Salz- und 
Wasserhaushalts in Nierenzellen und die Steuerung der elektrischen 
Erregbarkeit und synaptischen Plastiz'rtSt in Neuronen. 
Es ist deshalb nicht Qberraschend, daB die Aktivitfit von Kaliumkanalen einer 
Vielzahl von Steuerungsmechanismen unterliegt, wozu das Redoxpotential 
einer Zelle, die sekundaren Botenstoffe Kalzium und cyclo-Adenosinmono- 
phosphat (c-AMP), Proteinkinasen und - phosphatases und das 
Membranpotential gehdren. 

Zudem weisen die Strukturen der bisher charakterisierten Kaliumkanal- 
proteine vielfaltige Varianten von verschiedenen Grundmotiven auf und sind 
damit sehr heterogen: Aufgrund dieser vielfaitigen Funktionen ist es auch 
nicht verwunderlich, daB verschiedene Kaliumkanale ubiquitar im Pflanzen- 
und Tierreich vorkommen (1 ). 

Durch diese vielfaitigen Strukturen in Verbindung mit der sehr groBen 
Bandbreite der Modulationswege werden Kaliumkanale selektiv ihren 
heterogenen Aufgaben gerecht. Substanzen, die Kaliumkanale selektiv 
modulieren, sind interessante Medikamente fur eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Erkrankungen. In der Literatur werden Kaliumkanale als 
Targets fur die Behandlung des Schlaganfalls, der Epilepsie, der 
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Alzheimer'schen Erkrankung, bei psychiatrischen Erkrankungen, bei 
Storungendes Schlafs, bei Rhythmusstorungen des Heizens, bei Diabetes 
Typ II, bei osmotischen Dysfunktionen wie bei Glaukom, bei 
Tumorzellwachstum, aber auch bei EntzQndungsprozessen und bei 
Lemleistungsstorungen, bei Bluthochdruck. Blasenschwache und Asthma 
diskutiert. 

Bisher konnte die Diabetesbehandlung und die Behandlung von 
Rhythmusstorungen des Herzens und Bluthochdruck mit selektiven 
Medikamenten mit Erfolg implementiert werden (1). 

1998 berichteten Schroder et al. zum erstenmal, daB eine mutationsbedingte 
geringfugige Beeinflussung nureines Mitglieds der groBen Familie der 
Kaliumkanale das fragile Gleichgewicht zwischen Erregung und Hemmung 
bei erregbaren Zellen substantiell storen kann. Bei diesem bestimmten Kanal 
handelt es sich um ein Heterooligomer aus den Untereinheiten mit der 
Bezeichnung KCNQ2 und KCNQ3. Durch Mutation von einerder beiden 
Untereinheiten wird die Funktion dieses Kanals um ca. 25% reduziert. Dies 
fuhrt bei den betroffenen Patienten dazu, daB sie bereits im Saugiingsalter an 
epileptischen Anfallen leiden (2). 

Dieser Kanal ist der erste Kaliumkanal, der eindeutig einer Erkrankung des 
Menschen zugeordnet werden konnte. 

Schroder postulierte, daB eine positive Modulation dieses Kanals eine starke 
antikonvulsive Wirkung hervorrufen sollte. Er schluBfolgerte, daB durch 
. Steigerung des Spiegels des intrazelluiaren Botenstoffes cAMP die Aktivitat 
des Kanals positiv beeinfluBt wird; er konnte in seinen in vitro Systemen 
zeigen, daft bei gesteigerten cAMP-Spiegel tatsachlich die Aktivitat des 
Kanals zunahm. 

Etwa zur gleichen Zeit zeigten Wang et al. (3), daB der oben erwahnte beim 
Menschen nachgewiesene heterooligomere Kanal bestehend aus KCNQ2 
und KCNQ3 das molekulare Korrelat des funktionell seit langem 
beschriebenen M-Kanals ist. 



Der M-Kanal wird selektiv nur In neuronafen Zellen ausgebildet (2, 3) und ist 
dort Qber intrazelluiare Signalproteine (G-Proteine) selektiv im 
Zentralnervensystem an muskarinerge Subtypen des Acetylcholinrezeptors 
gekoppett. In peripherem Gewebe wird der Kanal nicht exprimiert. Wahrend 
Muskarinagonisten die Aktivitat des Kanals senken, kann diese durch 
Muskarinantagonisten gesteigert werden. 

Der Muskarinagonist Pilocarpin lest beim Tier schwere KrSmpfe aus. Der 
daraus resultierende Untergang der Zellen, in denen der Muskarinrezeptor 
(und damit auch den M-Kanal) exprimiert ist fuhrt dazu, daU die Tiere nach 
dieser Behandlung spontane Epilepsien entwickeln. 
Durch einen anderen Muskarinagonisten, Oxotremorin, la&t sich beim Tier in 
subletalen Dosen ein essentieller Tremor ausiosen, der dem Tremor des 
Parkinsonpatienten ahnelt. Muskarinantagonistische Substanzen werden zur 
Behandlung dieses Tremors klinisch eingesetzt. 
Aus diesen exemplarischen Darstellungen wird deutllch, dati eine indirekte 
(Qber Muskarinrezeptoren ausgeloste oder durch Steigerung der cAMP- 
Spiegels hervorgerufene) Modulation des M-Kanals eine hoch interessante 
MSglichkeitdarstellt, in verschiedene Erkrankungen einzugreifen. 

im Einzelnen soil dies ausfilhrlicher Wr mehrere Erkrankungen dargestellt 
werden. 



Epilepsie 

Die Erkrankung Epilepsie ist durch das wiederhoite Auftreten von 
Krampfanfallen charakterisiert. Sie tritt in der Befolkerung mit einer PrSvalenz 
von 0.5-1% auf. Die epileptischen Krampfanfaile resultieren aus einer 
abnormen Synchronisation und massiven Entladung einer groRen Anzahl von 
Nervenzellen in einem Nervenzellverband im Gehim. Je nach Beteiligung 
verschiedener Gebiete des Gehirns resultiert dies in einer anfallsartigen 
vorubergehenden Storung der Bewegung (motorische Krampfe). der 
Empfindung, des Verhaltens oder der Wahmehmungstahigkeit (4). 
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Der Krampfanfal! ist jedoch nur ein Symptom, das prinzipiell bei jedem 
Individuum ausgeiest warden kann. wenn der Stimulus zur Aktivierung und 
Synchronisation ausreichend stark ist. Die Erkrankung Epilepsie ist daher 
durch die erhdhte Empfindlichkeit auf aufiere oder innere Reize zur 
Synchronisation und Aktivierung charakterisiert. Die Erregbarkeit und damit 
die Empfindlichkeit von Nervenzellen ist bei epileptischen Patienten grfiBer 
als bei nicht epileptischen Patienten. 

Kurzlich konnte, wie bereits erwahnt, gezeigt werden, daB Kaliumkanale, die 
aus den Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 zusammengesetzt sind, 
entscheidend die Erregbarkeit von Nervenzellen steuem (2). 
Bereits eine Reduktion der Funktion dieser Kanale urn etwa 25% fuhrt bei 
Sauglingen, die nicht uber ausreichende kompensatorische Mechanismen 
verfugen, zu Epilepsie. Eine solche schwache Reduktion der Funktion dieses 
Kaliumkanals wurde fOr eine genetisch aufgeklSrte Form der Epilepsie, die 1 
BFNC (benign familial neonatal convulsions, benigne familiare 
Neugeborenenkrampfe), nachgewiesen (2). 

Dieser Kaliumkanal ist nur im Gehirn und in Nervenzellen nachweisbar, nicht 
aber in anderen Geweben (2, 3). 

Bei anderen Formen der Epilepsie konnte die genetische Ursache noch nicht 
aufgeklart werden, jedoch geht die Erkrankung immer mit einer erh5hten 
Erregbarkeit von Nervenzellverbanden einher. Die bisher Obliche Therapie 
setzt symptomatisch an. EingefOhrte Antiepileptika wie Carbamazepin, 
Phenytoin und Lamotrigin wirken als nutzungsabhangige Blocker von 
Natriumkanalen. Diese Kanale sind notwendig urn zelluiare Erregungen 
entlang der Nervenfasern weiterzuleiten. 

Natriumkanalblocker reduzieren die Weiterleitung von Erregungen und wirken 
auf diese Art antikonvulsiv. Die zugrundeliegende Obererregung wird nicht 
reduziert. Andere Antiepileptika wie Phenobarbital. Clonazepam, Vigabatrin. 
Topiramat oder Valproat verstarken die hemmende NervenUbertragung oder 
reduzieren die erregende NervenUbertragung, d.h. verringern die 
Wahrscheinlichkeit, daB eine Erregung auf andere Nervenzellen Obertragen 



wird. Auch hier wird die Ursache der Erkrankung, die zugrundeliegende 
Obererregbarkeit einzelner Nervenzellen, nicht beelnfluBt sondem nur die 
Signalweiterleitung reduziert. Medikamente, die jedoch selektiv den oben 
erwShnten Kaliumkanal positiv modulieren, kdnnen direkt die Erregbarkeit von 
Nervenzellen beeinflussen. Da der Kanal nur in neuronalem Gewebe 
nachwelsbar ist, 1st eine selektive Wirkung ohne Nebenwirkungen auf andere 
Gewebe for solche Substanzen zu erwarten. 



Morbus Alzheimer 

Wie erwahnt stellt der Kaliumkanal bestebend aus den Untereinherten 
KCNQ2 und KCNQ3 das molekulare Korrelat des M-Kanals dar (3). 
Der M-Kanal ist Qber eine enge Kopplung an einen Subtyp des 
Acetylcholinrezeptors, den Muskarinrezeptor des zentralen Nervensystems 
negativ gekoppelt. Muskarinrezeptoren auSerhalb des Nervensystems sind 
nicht mit dem M-Kanal gekoppelt. Eine Aktivierung von Muskarinrezeptoren 
fOhrt zu einer Reduzierung der Offnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals, 
also zu einer Reduktion der Funktion. 

Dies wird bereits pharmakologisch ausgenutzt. Durch schwache Hemmung 
des Acetylcholin-abbauenden Enzyms Acetylcholinesterase mittels 
Medikamenten wie Donepezil-HCI (Aricept*) (Ich wOrde homogen bleiben und 
hier den Wirkstoff eintragen und nicht den Medikamentennamen) wird die 
Acetylcholinkonzentration im Gehirn erhoht, der Muskarinrezeptor aktiviert 
und dadurch der Kaliumkanal negativ moduliert (gehemmt). 
Dies hat eine Erhahung der Erregbarkeit von cholinergen Nervenzellen zur 
Folge. Beim Morbus Alzheimer gehen selektiv cholinerge Nervenzellen zu 
Grunde, was zu den bekannten Symptomen des Gedachnisverlusts 
(Demenz) filhrt. Durch ErhOhung der Erregbarkeit der verbleibenden 
cholinergen Nervenzellen Konnen diese die Funktion der untergegangenen 
Nervenzellen ausgleichen, wodurch dem Gedachnisverlust entgegengewirkt 
wird. 

Jedoch haben die Enzymhemmer der Cholinesterase entscheidende 
Nachteile. Da cholinerge SignalQbertragung im ganzen Korper eine wichtige 
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Rolle spielt, so auch im Skelettmuskel und in anderen Geweben. und da die 
Substanzen die Cholinesterase Qberall hemmen, kommt es zu einer Vielzahl 
von Nebenwirkungen wie Schwindel, Dyspepsie, Bauchschmerzen, Obelkeit 
und/oder Erbrechen, Diarrhd, Anorexie. Myalgie. Gelegentlich treten auch 
Schwache, Ataxie, Schlaflosigkeit, Gewichtsabnahme und Bradykardie auf. 

Urn diese Nacriteile zu umgehen, befmdet sich die Substanz Linopirdine in 

der Entwicklung, welches nicht das cholinerge System beeinfluBt, sondern 

den M-Kanal (= KCNQ2 + KCNQ3) blockiert (3). 

Jedoch hat dieses Medikament den Nachteil, daB es keine ausreichende 

SeiektMtat gegenOber dem M-Kanal aufweist. 

Es werden mit ahnlicher Affinitat Kanaie blockiert, die in der Funktion des 

Herzrouskels eine groBe Rolle spielen, insbesondere der Kanal KCNQ1, aber 

auch die Kanaie eagl. erg1, erg3, elkl, Kv1.2 und Kv4.3, die im Herzen und 

in anderen Geweben weit verbreitet sind (3). 

Das Ziel der selektiven Hemmung von KCNQ2/3 konnte daher mit 
Medikamenten, die die Linopirdin-Bindungsstelle moduiieren, nicht erreicht 
werden. 

Auch der neue Ligand fOr die Linopridin-Bindungsstelle, XE991 , hemmt mit 
ahnlicher Affinitat die Kanaie KCNQ1 und Kv4.3, die beide far die 
Herzfunktion von Bedeutung sind. Eine Blockade dieser herzspezifischen 
Kanaie kann fatale Rhythmusstorungen auslOsen, so daB eine 
Weiterentwickiung dieser Substanzen fraglich ist. 



Morbus Parkinson 

Auch bei anderen Erkrankungen wird eine Modulation von zentralen 
Muskarinrezeptoren zur Behandlung angestrebt. 
So werden Muskarinrezeptorantagonisten z.B. beim Morbus Parkinson zu 
Behandlung der Krankheitssymptome, vor allem des Tremors eingesetzt. 
Wie beim Morbus Alzheimer ist jedoch auch hier die Selektivitat von 
Muskarinrezeptorliganden fur zentrale Rezeptoren nicht ausreichend und 
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kommt durch Interaktionen mit peripheren Muskarinrezeptoren und anderen 
lonenkanalen und Rezeptoren zu unerwOnschten Nebenwirkungen. 
Da zentrale Muskarinrezeptoren mit dem M-Kanal gekoppelt sind, konnen M- 
Kanal Aktivatoren selektiver als Muskarinantagonisten diese Funktion 
ausOben. Diese Medikamente wurden bisher jedoch noch nicht beschrieben. 

Neurodegenerative Erkrankungen 

Neben den oben genannten Erkrankungen spielt Beeinflussung der 
Erregbarkeit von Nervenzellen aber auch bei neurodegenerativen 
Erkrankungen eine wichtige Rolle (5). 

Nervenzelldegeneration tritt immer dann auf, wenn ein Ungleichgewicht 
zwischen Energieverbrauch und Energiezufuhr besteht. 
Bei einem Schlaganfall z.B. fehlt die Blutzufuhr, die Nervenzellen sterben. Bei 
toxischen Obererregungen wie beim Status Epilepticus oder der amyotrophen 
Lateralsklerose verbrauchen die Zellen aufgrund der Obererregung vermehrt 
Energie und die Versorgung mit neuer Energie ist nicht mehr ausreichend (5). 
Zusatzlich wird von den Zeilen der Neurotransmitter Glutamat ausgeschuttet. 
Die Neuronen konnen das Membranpotential aufgrund der erhohten 
Konzentration an Glutamat und der ungenOgenden Energieversorgung nicht 
mehr aufrechterhalten und depolarisieren. Durch die Aktivierung des 
KCNQ2/3 Kanals werden die Zellen hyperpolarisiert und kOnnen sich von den 
beschriebene.n Noxen erholen. 

Eine selektive Senkung der Erregbarkeit von solchen Nervenzellen kann 
daher den Nervenzelluntergang vorbeugen. Jedoch gab es bisher auBer der 
Senkung der KC-rpertemperatur keine sichere direkte Methode zur Senkung 
der Erregbarkeit von Nervenzellen (5). 

Durch die Aufdeckung der Bedeutung des Kanals KCNQ2/KCNQ3 Kir die 
selektive Steuerung der Erregbarkeit von Nervenzellen wurde deutlich, daft 
eine Aktivierung dieses Kanals Nervenzellschaden vorbeugen kann. 
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Aus den aufgezeigten GrOnden 1st eine selekttve Beelnflussung des Kanals 
mit den Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 notwendig, urn bei Aktivierung 
eine selektive z.B. antikonvulsive, anti-Parkinson und neuroprotektive 
Wirkung, und bei Hemmung eine selektive GedSchtnis verstarkende Wirkung 
zu erreichen. 

Neben den erwahnten Erkrankungen sind alle Zustande beeinfluBbar, die mit 
einer Obererregung Oder mangelnden Erregung von Nervenzellen 
einhergeben, die den M-Kanal tragen oder in ihren Projektionsfeldem liegen. 

Dieses Ziel kann mit den bisher vorhandenen Medikamenten und 
Behandlungsstrategien nicht erreichtwerden. 

ErfindungsgemaB konnte nun gezeigt werden. daB das Antikonvulsivum 
Retigabin (5, 6) hoch selektiv den aus den Untereinheiten KCNQ2 und 
KCNQ3 bestehenden Kanal aktiviert, d.h. positiv moduliert. 

Bisher war eine direkte positive Modulation dieses Kaliumkanals nicht 
moglich. 

Es waren keine modulatorischen Bindungsstellen bekannt. an denen 
Substanzen angreifen konnen urn den Kanal positiv oder negativ zu 
modulieren. 

Substanzen wie Linopirdine und XE991 (3), waren nur in der Lage den Kanal 
zu blockieren. 

Diese Substanzen sind zudem nicht ausreichend selektiv, da sie 
wahrscheinlich im Bereich der Kanalpore angreifen, ein Bereich, der bei alien 
Kaliumkanalen ahnlich und fur die Selektivitat des Kanals fur Kaliumionen 
verantwortlich ist. 

Substanzen, die den Spiegel des Botenstoffes cAMP beeinflussen oder 
Substanzen, die den Muskarinrezeptor beeinflussen, Qben nur eine indirekte, 
nicht selektive Wirkung auf den Kanal aus. 
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Die anCkonvulsive Wirkung von Retigabin ISBt sich auf die Kaliumkanal- 
aktivierung zurpckfuhren (7, 8). 

Retigabin, ein 2-Amino-4-(4-fiuorbenzylamino)-1-ethoxycarDonyl- 
aminobenzen und Verfahren zur Herstellung werden im EP 554 543 erstmals 
beschrieben. 

Untersuchungen haben gezeigt, daB Retigabin keinen Effekt auf einegroBe 
Anzahl unterschiedlicher Kaliumkanale aufweist (siehe Tabeile 1 ). 
Dies sind im einzelnen: 

Kir1.1 (ROMK1), Kir2.1 (IRK1), K.T2.2 (IRK2), Kir2.3 (IRK3), Kir3.1 (GIRK1), 
Kir3.2 (GIRK2), Kir3.3 (GIRK3), Kir3.4 (GIRK4), TWIK1, Heteromultimere aus 
GIRK1 und GIRK2, aus GIRK2 und GIRK4, aus GIRK2 und Girk3, r-eag1, 
r-erg1, r-erg3 und ATP-abhangige Kaliumkanake (Kin3.2). 

Damit konnte mit Retigabin eine Bindungsstelle charakterisiert werden, die fur 
den Kanal, bestehend aus den Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3, hoch 
selektiv ist. 

Retigabin aktivierte auBerdem den homomeren Kanai, der ausschlieBlich aus 
der Untereinheit KCNQ2 besteht. In Zelien, die nur den homomeren Kanal 
aus der KCNQ3 Untereinheit expremieren, sind nur marginale 
spannungsabhangige Strome meSbar. 

In diesen Zellen kann kein Strom durch die Applikation von Retigabin 
ausgeldst werden (siehe Tabeile 1). Wahrend heteromultimere Kanale 
bestehend aus KCNQ2 und KCNQ3 als molekulares Korrelat des M-Kanals in 
Nervenzellen nachgewiesen werden konnten, sind homomultimere Kanale die 
ausschlieBlich aus KCNQ2 oder KCNQ3 Untereinheiten bestehen zwar in 
Zellkultursystemen artifiziell herstellbar, wurden aber in vivo bisher nicht 
nachgewiesen. Es kann davon ausgegangen werden, daB der 
heteromultimere Kanal bestehend aus KCNQ2 und KCNQ3 die physiologisch 
vorkommende Form dieses KaliumKanals ist und daB Retigabin selektiv 
diesen Kanal aktiviert. 
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Dies ist der erstmalige Nachweis, daB eine selektive positive Modulation 
dieses Kanals moglich 1st, d.h. daB der Kanal eine modulatorische 
Bindungsstelle besitzt, die auBerhalb der Kanalpore liegt. 
Bindungsstellen inherhalb der Kanalpore fQhren bei Bindung des Liganden zu 
einer Blockade des Kanals. 

Wir konnten zeigen, daB die Bindungsstelle fur Retigabin auf der 
Kanaluntereinheit KCNQ2 liegt. 

Homomuitimere Kanale, die nur aus der Untereinneit KCNQ2 bestehen, 
werden von Retigabin aktiviert, jedoch kOnnen in Nervenzellen nur 
heteromultimere Kanale mit dem KCNCJ2 und KCNQ3 nachgewiesen werden. 

Die Wirkung von Retigabin auf diese heteromultimeren Kanale. ist sehr stark 
und konzentrationsabhangig. 

Wird der Kanal durch intrazellulare Zugabe von sattigenden Konzentrationen 
des stabilen cAMP-Analogons 8Br cAWP (10 mM) maximal positiv beeinfluBt, 
wie in (2) beschrieben, dann kann noch immer durch Retigabin eine deutliche 
Aktivierung ausgelOst werden. 

Wir konnten dadurch zeigen, daB die selektive Wirkung von Retigabin 
unabhangig vom cAMP-Gehalt derZelle ist. 

Es lassen Sich daher durch Retigabin Wirkungen auslosen, die Uber die von 
Schroder et al in (2) beschriebenen Wirkungen hinausgehen. 
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Tabelle 1: Wirkung von Retigabin auf verschiedene Klonierte Kaliumkanale 



Kaliumkanaluntereinheit \ 


Expressionssystem 1 


/vlrkung von RetigaDin 10 
|jM 


Kir1.1 (ROMK1) 


<rallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


Kir2.1 (IRK1) 


Krallenfrosch-Eizelten 


Keine Wirkung 


Kir2.2 (IRK2) 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


Kir2.3 (IRK3) 


Krallenfrosch-Eizelten 


Keine Wirkung 


Kir3.1 (GIRK1) 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


Kir3.2 (GIRK2) 


Krallenfrosch-Eizelten 


Keine Wirkung 


Kir3.3 (GIRK3) 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


Kir3.4 (G1RK4) 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


TW1K1 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


GIRK1 & GIRK2 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


GIRK2 & GIRK4 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


GIRK2 & Girk3 


Krallenfrosch-Eizellen 


Keine Wirkung 


r-eag1 


CHO-Zellen 


Keine Wirkung 


r-erg1 


CHO-Zellen 




r-erg3 


CHO-Zellen 


Keine Wirkung 


KCNQ2 


CHO-Zellen 


Schwache Aktivierung 
dureh Aufgabe von 10 uM 
Retigabin (165 ±65 pA) 


KCNQ3 


CHO-Zellen 


" Keine Wirkung 


KCNQ2 & KCNQ3 


CHO-Zellen 


" Sehr starke Aktivierung 
durch Aufgabe von 10 uM 
Retigabin (1527 ± 177 pA) 


KCNQ2 & KCNQ3, in 
Gegenwart von stabilen 
eAMP-Analoga 


CHO-Zellen 


Starke Aktivierung durch 
Aufgabe vonlOpM 
Retigabin (1100-1400 pA) 
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Methodenbeschreibung zurTabelle 1: 

F(lr die Versuche an Krallenfrosch-Elzellen wurden der Erfahrungswert for 
erfolgreiche Transfektionen 500 pg bis 37 ng der literaturbekannten als Klon 
vorliegenden mittels Poiymerasekettenreaktion vermehrten Erbinformation 
(cRNA) for den zu untersuchenden Kanal durch Druckinjektion in die Eizellen 
appliziert Die Oozyten wurden nach dieser Behandlung in Nahrmedium 
gelegt und am Leben erhalten. Nach einer Woche wurden die Eizellen einzeln 
in eine Ableitkammer verbracht und unter Verwendung der 2-Elektroden- 
Spannungsklemme elektrophysiologisch untersucht. Dabei wurden die 
Eizellen ausgehend von einem Haltepotentia! von -80 mV in 10 mV Schritten 
auf verschiedene Membranpotentiale zwischen -130 und +30 mVfQr jeweils 2 
sec hyper- und depolarisiert und der resuttierende Membranstrom gemessen. 
Diese Versuche wurden in Gegenwart von KontrollOsung sowie von 1 , 1 0 und 
100 uM Retigabin durchgefOhrt und die erhaltenen Strom-Spannungskurven 
verglichen. In keiner der untersuchten Praparationen konnte durch Retigabin 
die Aktivitat des transfizierten Kaliumkanals beeinfluBt werden. 
Bei den in CHO-Zellen durchgefOhrten Veisuchen wurde die Erbsubstanz fOr 
den zu untersuchenden Kanal auch mittels Liposomen in die Zelle 
eingebracht, die Ableitung mittels der Patch clamp Technik wurde 
48-72 Stunden nach der Transfettion durchgefOhrt. Wieder wurden die Zellen 
auf -80 mV gehalten und in 10 mV Schritten von-100 bis +50 mV in 
Gegenwart von Kontrollosung oder Retigabin hyper- und depolarisiert. 
Zusatzlich wurde entsprechend einer bereits beschriebenen Methode 
(Rundfeldt, 1999b) auf Zellen, die leicht depolarisiert waren 
(-60 oder -50 mV) Retigabin in der Konzentration 10 pM aufgegeben und der 
dadurch ausgelOste Strom quantifiziert. Die letztere Methode wurde 
angewandt, urn die in der Tabelle dargestellten durch Retigabin ausgelOsten 
Streme zu quantifizieren. Bei Zellen, in denen durch Aufgabe von Retigabin 
einen Strom aktiviert werden konnte, d.h. in Zellen, die die Untereinheit 
KCNQ2 oder KCNQ2 zusammen mit KCNQ3 enthielten, war die durch 
schrittweise Hyper/Depolarisation gewonnene Strom-Spannungskurve in ihrer 



Aktlvierung zu negativeren Potentialen verschoben. 
Daraus folgt eine frtlhere Offnung des Kanals und damlt verbunden eine 
Hyperpolarisation der Neuronen. Zur OberprOfurig, ob die durch Retigabin 
ausgelSste Aktivierung des KCNQ2/3-Kanate (M-Kanals) noch moglich ist, 
wenn der Kanal wie von Schreder et al. 1988 beschrieben durch c-AMP 
maximal aktiviert ist, wurden in Versuchen eine sattigende Konzentration des 
nichthydrolysierbaren c-AMP-Analogons, 8-Brom-cAMP, in die Pipettenlosung 
gegeben. Auch unter diesen gesattigten VerhSltnissen konnte Retigabin den 
Kanal stark aktivieren. 



Durch Verwendung der erfindungsgema&en modulatorischen Bindungstelle 
kdnnen nun neue Substanzen gesuchtwerden, die den oben genannten 
Kanal entweder positiv (aktivieren) Oder auch negativ modulieren. 

Voraussetzung fur die Auslosung einer Wlrkung ist die Bindung eines 
moglichen Wirkstoffes an eine korpereigene Substanz, die man als Rezeptor 
bezeichnet. 

Durch die Bindung muS in dieser Bindungsstelle eine VerSnderung der 
Konformation hervorgerufen werden. Die Konformationsanderung fOhrt zu 
einer Funktionsanderung des betroffenen Rezeptors. Dieser Vorgang 
vermittelt die eigentliche Wirkung des zu prOfenden Wirkstoffes an dem 
Rezeptor. 

Basierend auf diesen Erkenntnissen kOnnen nun verschiedene 
Screeningsysteme aufgebaut werden, mit denen neue noch selektivere Oder 
starker wirkende Liganden zur Aktivierung oder Hemmung des M-Kanals 
gefunden werden konnen. 

Die einfachste Implementierung eines Screeningsystems ist ein 
Bindungsassay. 

Hierzu werden ein spezifischer Ober Isotope markierter ("heiaer") Ugand fQr 
die zu untersuchende Bindungsstelle, derselbe Ligand in nicht markierter 
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("kalter") Pom* sowie zu untereuchende Testsubstanzen und eine 
Proteinpraparatlon, die den Rezeptor enthait benOtigt. 
Zur Durchftlhrung von Bindungsassays sind Apparaturen und 
Arbeitsvorschriften kommerziell erhaitlich bzw. wurden vielfach beschrieben. 
Zunachstwird die Proteinfraktion zur Absatbgung von unspezifischen 
Bindungsstellen mit dem kalten spezifischen Liganden in hoher Konzentration 
vermischt. Nach Abfiltrieren und SpQIen der Proteinfraktion wird dann der 
hei&e spezifische Ligand in definierter Menge und die zu testende Substanz 
in verschiedenen Konzentrationen auf die Proteinfraktion gegeben. Nach 
einer definierten Einwirkungszeit zur Equillibrierung beider Substanzen an der 
Bindungsstelle wird der Oberstand schneil abfiltriert und wiederum durch 
SpQIen nicht am Rezeptor gebundene Anteile entfemt. Durch Messen der 
verbleibenden Radioaktivitat oder einer anderweitigen Markierung des 
spezifischen Liganden in der Proteinfraktion la&t sich feststellen, ob und 
wieviel des spezifischen Liganden durch die zu testende Substanz von der 
Bindungsstelle verdrangt wurde. 

Wenn mit ansteigender Konzentration der Testsubstanz die Menge des 
spezifischen Liganden in der Proteinfraktion abnimmt, dann ist davon 
auszugehen, daU die Testsubstanz den spezifischen Liganden 
konzentrationsabhangig von seiner Bindungsstelle kompetitiv verdrangt und 
somit selbst ein Ligand fur diese Bindungsstelle ist. 
Als heiBer und kalter Ligand dient markiertes bzw. unmarkiertes Retigabin 
oder ein durch Retigabin charakterisierter Ligand mit noch besseren 
physikochemischen Eigenschaften. 

Bindungsassays werden in ihrer Spezifitat fast ausschliettlich durch den 
verwendeten Liganden charakterisiert; ohne spezifischen Liganden sind 
Bindungsassays nicht durchfOhrbar. 

Die Proteinpraparation kann verschiedene Quellen haben, muS aber immer 
den zu untersuchenden Rezeptor, hier den M-Kanal oder die Bindungsstelle 
tragende Teile des M-Kanals wie die Untereinheit KCNQ2 oder Teiie davon 
enthalten. 

1A 
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Entscheidend 1st, daB eine kompetltlve Bindung des spezifischen Liganden 
an dem Protein moglich ist. 
Oas Protein kann 

. aus nativem neuronalem Gewebe von Menschen (post mortem Oder aus 

operativ entferntem Gewebe) oder von Tieren 
. aus M-Kanal enthaltenden Zellkulturen wie der differenzierten Zellinie 

PC12 Oder NG108-15 oder aus humanen Zellinien wie der Linie hNT 

• aus Zellkulturen, die durch transiente oder stabile Transfektion 
(= Einbringung von genetischer Information in die Zelle mittels 
literaturbekannter Methoden) mit dergenetischen Information zur 
Herstellung der Kanaluntereinheit KCNQ2 alleine oder in Kombination mit 
der Untereinheit KCNQ3 oder Teilen der Untereinheit KCNQ2 versehen 
wurden und die diese Information in funktionelles Protein ubersetzen 

• aus anderen Protein produzierenden Systemen wie Hefezellkulturen, 
Bakterienkulturen, Pflanzen oder Virenkulturen, sofem in die Hefen, 
Bakterien, Pflanzen oder Viren die genetische Information zur Herstellung 
des Rezeptors eingepflanzt wurde 

gewonnen werden. 

Bindungsassays haben den Vorteil, daB durch Einsatz des spezifischen 
Liganden nur Substanzen gefunden werden, die an dieselbe Bindungsstelle 
binden wie der spezifische Ligand. Die Anforderungen an die Reinheit der 
Proteinfraktion sind daher nicht hoch und es kann mit nativem Material wie 
HirngeWebe gearbeitet werden. 

Bindungsassays sind jedoch zugleich in ihrer Aussage begrenzt. 

So kann nur festgestellt werden, ob eine zu untersuchende Substanz an die 

fragliche Bindungsstelle (= Rezeptor) bindet oder nicht. 



Es wird dagegen nicht untersucht, ob die Substanz durch die Bindung 
Rezeptor auch eine Wirkung auslOst. 



WO01/09M2 PCT/EPOO/07348 

Theoretisch sind immer Substanzen denkbar, die binden und keine Wlrkung 
auslosen (* neutrale Uganden), Substanzen die Oberden Rezeptor das 
Substrat (hier den M-Kanal) aktivieren (=Agonisten) oder Substanzen, die 
Ober den Rezeptor das Substrat hemmen (=Antagonisten). 

Wie oben erwahnt sind M-Kanalagonisten unter anderem ftir die Epilepsie 
von Interesse, wohingegen M-Kanalantagonisten furz.B. den Morbus 
Alzheimer von Bedeutung sind. 

Es ist daher notwendig, funktionelle Tests zur Charakterisierung der Wlrkung 
der Testsubstanz zu verwenden. 

Die sicherste Methode zur Charakterisierung von Rezeptoriiganden besteht in 
der eiektrophysiologischen Untersuchungen an Zellinien oder Zellkulturen wie 
for Retigabin beschrieben (8). Diese Untersuchungen sind sehr aufwendig, 
da jede einzelne Zelle unter Sichtkontrolie mittels Glaselektroden abgeleitet 
werden mud. 

Testsubstanz und Referenz (Retigabin) werden durch spezielle 
Applikationssysteme auf die Zellen aufgegeben und die Beeinflussung der 
Zellfunktion in Abhangigkeit von der applizierten Konzentration der 
Testsubstanz bewertet. 

In der letzten Zeit wurden jedoch vermehrt funktionelle Screeningtests mit 
hohem Durchsatz an Substanzen (bis mehrere Tausend Substanzen pro 
Stunde, High Throughput Screening, HTS) beschrieben. 
Da hier im Gegensatz zum Bindungsassay die Zellfunktion im Vergleich zur 
Wlrkung des spezifischen Liganden (hier Retigabin oder ein durch Retigabin 
charakterisierter Ligand mit noch besseren physikochemischen 
Eigenschaften) bewertet wird, ist es notwendig, daft die zu untersuchende 
Bindungsstelle in genetisch definierter Form und zugleich als funktionelle 
Einheit in dem System vorliegt. Bei dem System kann es sich urn Zellkulturen 
oder urn kunstlich hergestellte zeliahnliche Konstrukte (Lipiddoppel- 
membranen) mit funktionell eingelagertem Rezeptor/Kanal handeln. 
Die Zellkulturen mussen den zu untersuchenden Rezeptor (hier den M-Kanal) 
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sicher und reproduzierbar exprimieren und funktionell in die Membran 
einbauen. 

Weiterhin mutt ein Reportersystem in die Zellen bzw. zellahnlichen 
Konstrukte eingebracht werden, welches eine Aktivierung oder eine 
Inaktivierung des Kanals sicher und maschinell ablesbar anzeigt. 
Die Zellkultur darf neben dem (naturlich vorkommenden oder durch 
Transfektion eingebrachten) Rezeptor keine oder nur moglichst wenige 
weitere Kanale/Rezeptoren mit ahniicher Funktion oder mit enger 
Verwandtschaft zu dem zu untersuchenden Kanal/Rezeptor enthalten, um 
falsch positive Ergebnisse weitgehend auszuschlie&en. 

Als Zellkulturen sind nicht neuronale Zellinien wie die weit verbreitete CHO- 
Zelle oder HEK-Zelle, aber auch eine vlelzahl von anderen Zellinien wie z.B. 
Insektenzellinien oder humane Zellinien verwendbar, wenn diese durch 
Transfektion mit dem Genom fur den M-Kanal (KCNQ2/3) oder auch 
ausschlieBlich mit der Untereinheit KCNQ2 versehen wurden und diese 
funktionell exprimieren. 

Native Zellinien, die den M-Kanal tragen, wie z.B. die Zellinie PC12 (nach 
Differenzierung mit dem Wachstumsfaktor NGF) oder die Zellinie NG108-15 
(nach Differenzierung zum neuronalen Phanotyp) sind auch verwendbar, 
tragen aber das Risiko, da& neben dem M-Kanal noch weitere Kaiiumkanale 
mit ahniicher Charakteristik exprimiert werden. 

Als Reportersysteme sind beispielsweise extern zugegebene 
kalziumsensitive Fluoreszenzfarbstoffe geeignet. Damit diese Farbstoffe als 
indirekte Methode zum Nachweis einer Depolarisation angewandt werden 
konnen, mQssen die Zellsysteme neben den zu untersuchenden 
Kaliumkanalen auch spannungsabhangig aktivierbare Kalziumkanale 
enthalten. Da durch Depolarisation von Zellen (z.B. durch Blockade des M- 
Kanals) Kalziumkanale aktiviert werden und dadurch Kalzium in die Zellen 
einstrSmt, kOnnen bekannte Farbstoffe verwendet werden, die die 
intrazelluiare Kalziumkonzentration widerspiegeln. Auch kOnnen in die zu 
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verwendenden Zellinien durch Transfektion Chemolumineszenzgene 
eingebracht werden. Die resultierenden Proteine reagieren auf den Einstrom 
von Kalzium mit Chemolumineszenz. M-Kanal Agonisten lassen sich dadurch 
detektieren, daB die Membran hyperpolarisiert oder daB eine extern 
ihduzierte Depolarisation verhindert wird. Kalaumabhangige Farbstoffe 
zeigen an, daB aufgrund der fehlenden Depolarisation Im Vergleich zur 
Kontrolle der Kalziumelnstrom ausbleibt. 

M-Kanal-Antagonisten losen selbst eine meBbare Depolarisation aus und 
fuhren zum Kalziumeinstrom. Dadurch kOnnen in einem solchen System 
sowohl Agonisten als auch Antagonisten des M-Kanals gefunden werden. Zur 
Quantiftzierung der Wirkung ist es notwendig. daB ein bekannter Standard als 
Positivkontrolle eingesetzt wird. 

Retigabin ist der erste bekannte selektive M-Kanalagonist. 

In der vorliegenden Patentanmeldung wird auf folgende Literatur Bezug 
genommen: 

(1) Sewing, S M Roper, J., and Pongs, 0.: Structure and function of 
voltage-gated K + channels. Neuroforum 2, 21-28, 1996. 

(2) Schroeder, B.C., Kubisch, C, Stein, V., Jentsch, TJ. Moderate loss of 
function of cyclic-AMP modulated KCNQ2KCNQ3 K + channels causes 
epilepsy. Nature 396, 687-690, 1998. 

(3) Wang, H.S., Pan. Z., Shi, W., Brown. B.S., Wymore, R.S., Cohen, U.S., 
Dixon, J.E., McKinnon, D. KCNQ2 and KCNQ3 potassium channel 
subunits: molecular correlates of the M-channel. Science 282. 1890- 
1893, 1998. 

(4) Janz, D. (1985) Epilepsy: Seizures and syndromes. In: Frey, H.-H. and 
Janz, D. eds, Antiepileptic drugs. Handbook of experimental 
pharmacology, Vol. 74, pp 3-34. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg. 
NewYork, Tokyo. 



(5) Rundfeldt, C, Potassium channels and neurodegenerative diseases. 
Drug News and Perspectives 12, 99-104, 1999. 



(6) Rostock. A., Tober, C, Rundfeldt, C, Bartsch, R., Engel, J.. 
Polymeropoulos, E.E., Kutscher, B., Loscher, W., Honack, D., White, 
H.S., and Wolf, H.H.. D-23129: a new anticonvulsant with a broad 
spectrum activity in animal models of epileptic seizures. Epilepsy. Res. 
23, 211-223, 1996 

(7) Rundfeldt, C. The new anticonvulsant retigabine (D-23129) acts as an 
opener of K* channels in neuronal cells. Eur. J. Pharmacol., 336 
(1997)243-249 

(8) Rundfeldt. C. Characterization of the K + channel opening effect of the 
anticonvulsant retigabine in PC12 cells. Epilepsy Res. 35, 99-107, 
1999b 

(9) Porter, R.J. Classification of epileptic seizures and epileptic 
syndromes. In: Laidlaw J., Richens A., Chadwick D., (eds): A Textbook 
of Epilepsy. Churchill Livingstone, New York, 1993, pp. 1-22. 
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PatentansprOche 

1. Selektive modulatorische Bindungssteile des Kaliumkanals mit den 
Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 dadurch gekennzeichnet. daB diese 
durch Retigabin der Formel 



charakterisiert ist. 



2. Verwendung von Zellpraparationen die naturlicherweise oder durch 
Transfektion die genetische Information for den Kaliumkanal mit den 
Untereinheiten KCNQ2 alleine oder in Verbindung mit der Untereinheit 
KCNQ3 enthalten und diese genetische Information in Protein Qbersetzen 
zur Auffindung von Substanzen. die diesen Kanal uber die durch 
Retigabin charakterisierbare Bindungssteile gemaB Anspruch 1 wie 
Retigabin auch positiv modulieren, d. h. aktivieren. 



3. Verwendung von Zellpraparationen die naturlicherweise oder durch 
Transfektion die genetische Information fur den Kaliumkanal mit den 
Untereinheiten KCNQ2 alleine oder in Verbindung mit der Untereinheit 
KCNQ3 enthalten zur Auffindung von Substanzen, die diesen Kanal Ober 
die durch Retigabin charakterisierbare Bindungssteile gemaB Anspruch 1 
negativ modulieren, d. h. in seiner Funktion reduzieren. 



4. Verwendung von Zellpraparationen die natOrlicherweise oder durch 
Transfektion die genetische Information fOr den Kaliumkanal mit den 
Untereinheiten KCNQ2 alleine oder in Verbindung mit der Untereinheit 
KCNQ3 enthalten zur Auffindung von Substanzen mittels 
Bindungsassays, die an die durch Retigabin charakterisierbare 
Bindungssteile gernafi Anspruch 1 an diesem Kanal binden. 



5. Verwendung von Zellpraparationen nacheinem der AnsprOche 2bls< 
Herstellung von Fraktionen der Zellpraparation, die nicht mehr die 
genetische Information, wohl aber das der genetischen Information 
entsprechende Protein enthalten zur Auffindung von Substanzen. die 
oder mehrere der unter den Anspruchen 1 bis 3 angefuhrten 
Eigenschaften aufweisen. 



6. Verwendung von Zelten oder Zellpraparationen nach einem der 
AnsprOche 2 bis 5 in automatisierbaren Screeningsystemen zum Hoch- 
Durchsatz-Screening unter Verwendung von kalziumsensitiven 
Fluoreszensfarbstoffen oder Chemolumineszenzgenen als 
Reportersystem zur Auffindung von Substanzen, die eine oder mehrere 
der unter den Anspruchen 1 bis 3 angefuhrten Eigenschaften aufweisen. 

7. Verwendung von Praparationen nach einem der AnsprOche 2 bis 5, die 
nicht die vollstandige genetische Information des Kanals bestehend aus 
KCNQ2 und KCNQ3, wohl aber den Bestandteil der genetischen 
information, der die Bindungssteile fOr Retigabin kodiert hat, enthalten 
oder die nur den Teil des Proteins, der die Bindungssteile fOr Retigabin 
enthalt. enthalten, zum Aufbau von Systemen nach einem der AnsprOche 
2 bis 6 zur Auffindung von neuen Substanzen. 
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8. Verwendung von Zellpraparationen nach einem der Ansprtlche 2 bis 5 , 
die einen Anteil der genetischen information der Kanate KCNQ2 oder 3 
zusarnmen mit der genetischen Information fOr Anteile anderer Kanale 
Oder Proteine als chimare genetische Information enthalten, und deren 
Obersetzung ein chimares Protein ergibt, das die Bindungsstelle for 
Retigabin enthalt, zum Aufbau von Systemen nach einem der Ansprtlche 
2 bis 6 zur Auffmdung von neuen Substanzen. 
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